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Beobachtung steht im Einklang mit MOORE (7), der
eine Übereinstimmung der spezifischen Aktivität des
Körperwassers feststellen konnte, das aus Urin, Blut
und Atemwasser beim Menschen gewonnen wurde,
denen HTO injiziert worden war. Danach hat sich beim
Menschen ein Gleichgewicht des Tritiumgehaltes zwi-
schen allen Körperflüssigkeiten spätestens nach etwa
l Stunde eingestellt.
Durch das in Tabelle l dargestellte Ergebnis kann ferner
eine bevorzugte Oxydation des Oestradiols durch das
Nierenparenchym mit direkt anschließendem Austritt
von HTO in den Urin vor Vermischen mit dem übrigen
Körperwasser ausgeschlossen werden, da dann der HTO-.
Spiegel im Urin höher sein müßte als im Serum. Aus den
Werten für die männliche Versuchsperson in Tabelle l
ergibt sich gegenüber den Fällen aus Abbildung l eine
beschleunigte Oestradioloxydation, die dann auch zu
einem höheren HTO-Spiegel im Körperwasser führte.
Entsprechend mußte hier auch die beschleunigte
Oestradioloxydation eine verminderte Ausscheidung
von Oestradiol-17a-T oder von 17-Hydroxy-Derivaten
festzustellen sein, was eine Untersuchung der Destilla-
tionsrückstände der Urinproben bestätigte.
Für fleißige Mitarbeit danken wir Fräulein Barbara HANISCH und
für materielle Unterstützung der Fa. Schering A. G., Berlin.
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Enzymatische Triglyceridbestimmungen bei Kindern
Herrn Professor Dr. Dr. h. c. E. KLENK zum 70. Geburtstag
Von H. WOLF, M. KOCHSIEK-SCHUSTER und H. LÖHR1)
Aus der Universitäts-Kinderklinik Göttingen (Direktor: Professor Dr. G. Joppich)
(Eingegangen am 3. November 1966)
Die von KREUTZ inaugurierte Methode der enzymatischen Bestimmung von freiem Glycerin und Serum-Triglyceriden wird anhand
zahlreicher Beispiele in ihren Anwendungsmöglichkeiten in der Pädiatrie erläutert. Eine eigene Ultramikromodifikation dieser Methode
wird speziell für Untersuchungen des Stoffwechsels von freiem Glycerin und von intravenös zugeführten Triglyceriden bei Frühgeborenen
ausgearbeitet.
Many examples from paediatrics are given of the use of KREUTZ'S method for the measurement of free glycerol and serum triglycerides.
An ultramicro modification of this method is reported for the investigation of the metabolism of free glycerol and of intravenously ad-
ministered triglycerides in premature children.
Seit mehreren Jahren wird den Neutralfetten des Serums
auch im Bereich der pädiatrischen Forschung und Dia-
gnostik zunehmend Beachtung geschenkt. Eine exakte
Bestimmung der Serum-Triglyceride ist vor allem für
dynamische Untersuchungen des Stoffwechsels in der
Neugeborenenzeit (l, 2), zur Kontrolle von Lipid-Ver-
änderungen in Abhängigkeit von der Ernährung (3, 4, 5)
und zu diagnostischen Zwecken erwünscht.
Chemische Verfahren zur Bestimmung des Glycerin-
Anteils der Triglyceride mit Perjodat (6, 7, 8) erfordern
neben einem beträchtlichen apparativen und zeitlichen
Aufwand relativ große Blutmengen. Neutralfettbe-
rcchnungen als Differenz aus Esterfettsäuren und
Lipoidfettsäuren (9) bzw. aus den Gesamtfettsäuren nach
Mikrotitration (10) sind zwar für diagnostische Zwecke
genau genug, jedoch für wissenschaftliche Untersuchun-
*) Teilweise vorgetragen auf dem 1. Weltfettkongreß, Hamburg
1964.
gen der Dynamik von Neutralfettveränderungen kaum
brauchbar, zumal auch hierbei der Bedarf an Serum für
Untersuchungen bei Neugeborenen und Frühgeborenen
zu groß ist. Chylomikronenzählung (11) und Ultra-
mikrobestimmung der Gesamtfette (12) lassen nur in-
direkte Aussagen über die Neutralfette zu und sind
wiederum nur für dynamische Untersuchungen des post-
prandialen Ablaufs der Lipämie brauchbar (13). Hin-
sichtlich der Spezifität gebührt denjenigen Methoden der
Vorzug, bei denen der Glycerinanteil der Triglyceride
nach Hydrolyse en^ywatisch bestimmt wird. Enzymatische
Glycerinbestimmungen sind von WIELAND (14), HAGEN
und HAGEN (15), KREUTZ (16, 17), bzw. EGGSTEIN und
KREUTZ (18) sowie GARLAND und RÄNDLE (19) an-
gegeben worden.
Wir bedienten uns für Untersuchungen des Fettstoff-
Wechsels im Säuglingsalter, bei Frühgeborenen in den
ersten Lebenstagen und bei Kindern mit verschiedenen
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Proportionalität bei Zusat2 von Ablauf der en2ymatischen Reak- Hydrolyseverlauf von zwei ver- Korrelation zwischen den Re-
steigenden Mengen Glycerin zum tion bei Einsatz 'verschiedener schiedenen Seren bei unterschied- sultaten der DifFerenzberech-
Serum (Werte in //Mol) Mengen Glycerin liehen Hydrolysetemperaturen
Konzentration der eingesetzten
Glycerinlösung 10/iMol/ir./
nung für Neutralfett und der
enzymatischen Glycerid-
glycerin-Bestimmung
Erkrankungen der von KREUTZ angegebenen Methode,
zumal ihre Zuverlässigkeit inzwischen an einem großen
Kollektiv erwachsener Patienten erwiesen ist (20). Es
handelt sich dabei um eine Bestimmung von Glycerin im
zusammengesetzten optischen Test nach folgendem
Reaktionsschema (17):
Tab. 1
Hydrolyseversuche mit verschiedenen Substraten
Glycerin + ATP ^ycerokinase
A ^ » TM i i PyruvatkmaseADP + Phosphoenolpyruvat —
Pyruvat + + H+ - I-actat-
Dchydrügenase
Die Extinktionsabnahme von NADH2 bei 340 bzw.
366 nach Start der Reaktion mit Glycerokinase ist
direkt proportional der eingesetzten Glycerinmenge.
Methodik
Mikromethode (nach KREUTZ (16), EGGSTEIN und KREUTZ (18))
Freies Glycerin: Die Bestimmung erfordert 0,1 bis 0,2 m/ Serum für
einen Ansatz. Zusatz von Glycerin zum Serum in steigenden Kon-
zentrationen ergibt eine lineare Eichkurve (Abb. l u. 2), im Gegen-
satz zur enzymatischen Bestimmung mit Glycerindehydrogenase
(15).
Gesamtglycerin: Bedarf 0,1 bis 0,2 m/ Serum für eine Bestimmung.
Nach den von KREUTZ (17), EGGSTEIN und KREUTZ (18) ange-
gebenen Hydrolysebedingungen ist eine vollständige Triglycerid-
Hydrolyse bei 70° in 15 Min. erfolgt, bei 37° in 6 Stdn. (Abb. 3).„
Triglyceride: Nach Bestimmung des Glycerins im Serum und im
Hydrolysat erfolgt die Berechnung bei einem mittleren Molekular-
gewicht für Triglyceride (9).nach folgender Formel:
Gesamtglycerin (mMol//) — freies Glycerin (mMol//) · 88,5 =
mg Neutralfett/100 m/ Serum.
Abbildung 4 zeigt eine Korrelationsberechnung, aus der eindeutig
anhand der unterschiedlich großen Standardabweichung zwischen






























m/-Zusatz vor bei Einsatz v. Bemerkungen
der Hydrolyse 0,2 ml Überstd.



























> stört die Glyce-
rinbestimmung
nicht
Überlegenheit der enzymatischen Bestimmung der Triglyceride
— ganz abgesehen von dem viel geringeren Verbrauch an Unter-
sucrmngsmaterial — hervorgeht. Das bei der Hydrolyse von Phos-
phatiden freiwerdende ot-Glycerophosphat stört die Bestimmung
nicht. Auch Phosphat-Zusatz zum Serum bleibt ohne Einfluß auf
den Ablauf der enzymatischen Reaktion (Tab. 1). Für dynamische
Untersuchungen des freien Glycerins bei Frühgeborenen in den
ersten Lebenstagen (21) und für Studien über die Utilisation intra-
venös zugeführter Fettemulsionen bei unreifen und hypotrophen
Neugeborenen waren die benötigten Serummengen noch immer zu
groß. Aus diesem Grunde entwickelten wir eine Ultramikro-
methode.
Ultramikromethode
Bei reifen Neugeborenen und bei Frühgeborenen wurde Kapillar-
blut durch Fersenstich entnommen und in einem schnialen Zentri-
fugenröhrchen aus Polyäthylen (Fa. Beckman/Spinco) oder in
einem Glasröhrchen aufgefangen. Die Glasröhrchen (innerer
Durchmesser 5—6 mm) wurden zuvor mit Heparinlösung durch-
gespült und bei 50° getrocknet. Nach Zentrifugieren wurden mit
Konstriktionspipetten 0,02 m/ oder 0,05 m/ Serum für die Be-
stimmung von freiem Glycerin und 0,02 m/ Serum für die Be-
stimmung von Gesamtglycerin entnommen.
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Freies Glycerin: In Kleink vetten, Schichtdicke 10 mm (optisches
Spezialglas, lichte Breite 2mm), wurden nacheinander pipettiert:
0,5 ml Testgemiscb nach EGGSTEIN und KREUTZ (18)
0,4m/ 0,05M Tri thanolamin-Puffer (,,TRA"-Puffer), pH 7,6
0,05 m/ Serum (oder 0,02 m/ Serum).
Das Testgenisc/j enth lt in 0,5 m/:
2,5 μΜο! Magnesiumchlorid; 0,5 μΜο! Phosphoenolpyruvat;
1 μΜο! Adenosintriphosphat; 10 μξ Pyruvatkinase; 5 μ% Lactat-
dehydrogenase; 0,4 μΜο! Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid red.
Nach Mischung mit einem unten abgebogenen PVC-Stab wird die
K vette im Photometer Eppendorf in den Strahlengang gebracht
(Filter Hg 366 m//, Spaltbreite 3 mm) und die Registriervorrich-
tung eingeschaltet (Philips Recorder, Papiervorschub 0,5 cm/Min.).
Nach 2—3 Min. werden 2 μΐ Glycerokinase-Kristallsuspension
(Boehringer Pr parat 15746, l mg GK/1 m/) mit PVC St bchen
dazugegeben und gr ndlich gemischt. Nach 2—3 Min. ist die
enzymatische Reaktion abgelaufen, kenntlich daran, da die auf-
genommene Kurve wieder parallel zur Anfangskurvc vor Zugabe .
von GK verl uft (Abb. 5). Die Extinktionsabnahme von NADH2
'240 Min./?./.: 21-2 - 0,137μ. Mol Glyc./m l Serum
/
r
/120 Min. n. L : 33-2 & 0,223μ. Mol Glyc./m l Serum
ffO Μιη./7-.J.: 50-2 = 0,34*5jaMol Glyc./mlSerum
Λ\τ\.η£\ 67-2^ Ο,Μβμ. Mol G(yc./mlSerum
direkt nach In fusion: 7J^=^, ?5iL Mol Glyc./m lf ^ jflsrar?
^ / Vor Infusion: 22-2 ^  Ο,ηϊμΜώ G/yc./ml Serum
l
Standards 152-2& ΐ,079μ.ν\ς>\ Glycerin/ml
Leerwert 2 mm
20 mm = 0,025 E χ Papiervorschub
Extinktionsbere/ch 0,250 e* 200 mm
H
Abb.* 5
Registrierung eines Versuchs. Freies Glycerin nach Infusion von
Intralipid (Zusammensetzung: 20g Soja l; 1,2g Eilecithin; 2,5g
Glycerin ; Aqua dest. ad 100 m/) bei einem fr hgeborenen Kind am
2. Lebenstag; Geburtsgewicht 2200 g
ergibt sich aus dem Abstand der Parallelen (20 mm Papierbreite
entsprechen einer Extinktionsabnahme von 0,025), Nach Abzug
des Leerwertes (statt Serum 0,05 m/ TRA^Puffer) kann mit einem
Umrechnungsfaktor die Glycerinmenge in //Mol/m/ Serum nach
folgender Formel berechnet werden:
mrn·
E(Extinktionsbereich) · VTest
200 (mm Me bereich) · VSer m · d (Schichtdicke)
_ mm - 0,250 - 0,95 · (bzw. 0,92) - 0,303
~~ 200 - 0,05 (bzw. 0,02) - 1
= mm - 0,007196 (bzw. 0,01742)
= //Mol freies Glycerin/m/ Serum
Gesamtglycerin: In Sdhliffr hrchen von 8 mm innerem Durchmesser,
5 cm H he, werden 0,2 rn/0,5N alkoholische KOH pipettiert, dazu
mit Konstriktionspipette 0,02m/ Serum. Die Hydrolyse erfolgt
x) Molarer Extinktionskoeffizient
Faktor 0,303.
3,30 · 10e cm2 /Mol daraus
15 Min. im Wasserbad bei 70°. Nach Abk hlen werden 0,3m/
0,33κ Perchlors ure zugegeben und bei 4000 U./Min. 5 Min. lang
zcntrifugiert. F r den Test (siehe freies Glycerin) werden 0,1 oder
0,2 m/ Hydrolysat verwendet. TRA-Puffer jedoch 0,3 bzw. 0,4 m/
mit einem pH von 7,9. Die K vetten werden nacheinander in den
Strahlengang gebracht, die Extinktion (kein Leerschleich I) gra-
phisch registriert. Nach Zugabe von GK wird V2 Std. gewartet, bis
die Reaktion abgelaufen ist. Der mitgef hrte Leerwert wird genau
auf die anfangs gemessene Extinktion eingestellt und danach
s mtliche Ans tze gemessen (bis zu 10 Ans tzen pro Versuch). Die
Differenz zwischen erstem und zweitem Me wert in mm wird mit
Faktor 0,0492 multipliziert:
0250
mm. -^ · 131) · 0,303 - 10 = mm - 0,0492 = //Mol
Gesamtglycerin/m/ Serum200
Berechnung von Triglyceridglycerin siehe unter „Mikromethode".
Anwendung
Erkrankungen im Kindesalter, die mit Ver nderungen
der Serumlipide einhergehen:
Lipoid-Nephrose
Bei der Nephrose sind neben den Phosphatiden und dem
Cholesterin auch die Serumneutralfette betr chtlich er-
h ht (Tab. 2).
Tab. 2
Cholesterin, Phosphatide und Triglyceride im Serum von Kindern mit
Lipoid-Nephrose in verschiedenen Stadien der Erkrankung. Werte in
mg/100 ml







































Bei Hypothyreosen sind in unbehandeltem Zustand
s mtliche Fettfraktionen im Serum erh ht. Bei mit
Schilddr senhormon behandelten Patienten liegen die
Werte f r die Fettfraktionen im Normalbereich, im Ver-
laufe der Behandlung normalisieren sich zuerst die
Neutralfette sehr schnell, erst sp ter Phosphatide und
Cholesterin (Tab. 3).
Tab. 3
Cholesterin, Phosphatide und Triglyceride im Serum von Kindern mit
















A. M. unbehandelt; B. J. mit „Thybon" behandelt.
Congenitah Lebersteatose
Wir konnten eine Familie untersuchen, in der Vater und
Tochter an einer congenitalen Lebersteatose vom
Cholesterin-Typ litten (leberbioptischer Nachweis bei
dem Kind). Cholesterin und Phosphatide im Serum
x) Die Serumverd nnung bei Verwendung von 0,2 m/ Hydrolysat
im Me ansatz betr gt l: 13 bei Einsatz von 0,02 m/ Serum zur
Hydrolyse, bei Verwendung von 0,1 m/ Hydrolysat l: 26.
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Tab. 4
Cholesterin, Phosphatide und Triglyceride im Serum einer Familie, in
der 2 Mitglieder eine congenitale Lebersteatose vom Cholesterin-Typ























































>) nach fettfreier Ernährung.
waren bei Vater und Tochter mäßig erhöht, die Neutral-
fette lagen deutlich über der Norm. Die übrigen Familien-
mitglieder hatten normale Serumlipidwerte (Tab. 4).
Sonstige Erkrankungen
Bei gut mit Insulin eingestellten Diabetes mellitus-
Patienten sind die Neutralfettkonzentrationen im Serum
nicht erhöht. Bei mäßig guter Einstellung können speziell
Neutralfette erhöht sein; weitere Untersuchungen zu
diesem Problem sind in Vorbereitung. Bei einem
5jährigen Jungen1) mit einer essentiellen Hypertri-
78
700 200 300 400
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Abb. 6
Blutfette bei verschiedenen Krankheiten im Kindesalter. Die
Neutralfette sind durch die Säulenhöhe dargestellt. Säulenfuß-
punkte entsprechen der Relation Cholesterin: Phosphatide ·
Erklärung der Zahlen: 1,3 = Coeliakie; 2, 5 = Diabetes mellitus, gut
eingestellt; 6, 7, 9 = Normalwerte für Säuglinge; 4, 8 = Pankreatitis;
10 = Diabetes mellitus, schlecht eingestellt; 11 = essentielle Hyper-
triglyceridämie; 12 = Normalwert für Erwachsene; 14, 16 = Leber-
steatose '(Vater u. Tochter); 15, 18 = Nephrose; 13, 17 = Hypo-
thyreose
glyceridämie (mit chylösen Gelenk- und Pleuraergüssen)
fanden wir Werte für Triglyceride zwischen 2,21 und
2,95 g/100 m/ Serum. Ein Patient mit Pankreatitis wies
hohe Cholesterin- und Phosphatidwerte irn Serum auf,
die Neutralfette waren normal. Patienten mit Coeliakie
hatten in der Regel einen sehr niedrigen Neutralfett-
gehalt im Serum bei ebenfalls erniedrigtem Cholesterin
und Phosphatiden.
Einen ausgewählten Teil unserer Befunde 2eigt die
Abbildung 6, in der gleichzeitig die bei nahezu allen Er-
krankungen bestehende strenge Korrelation zwischen
Cholesterin und Phosphatiden zu erkennen ist. Die Neu-
tralfette dagegen nehmen eine Sonderstellung ein.
Fettelimination bei Frühgeborenen
Bei vier frühgeborenen Kindern wurde eine Fettemul-
sion am 1. und am 7. Lebenstag intravenös appliziert
(Lipofundin = 20,0 g Baumwollsaatöl, 1,5 g Sojaphos-
phatid, 5,0g Sorbit, Vitamin E, aqua dest. ad 100,0).
Die Kinder erhielten in 5 Min. eine Testmenge von




1) Patient aus dem St. Anna-Stift, Ludwigshafen/Rhein (Chefarzt:
Professor Dr. KARTE).
Abb. 7
• Fettinfusion bei 4 Frühgeborenen am 1. und 7. Lebenstag
Die Kinder erhielten jeweils eine Testdosis von 0,5 g Fett/kg Körper-
gewicht innerhalb 5 Min. mit Perfusor (Fa. B. Braun Apparatebau,
Melsungen) i. v. infundiert
120; 180 und 240 Min. nach Ende der Infusion wurden
im Serum Triglyceride nach der angegebenen Ultra-
mikromethode bestimmt. Abbildung 7 zeigt, daß schon
am 7. Lebenstag die Eliminations-Halbwertszeit für die
infundierte Fettemulsion deutlich gegenüber dem 1. Tag
abgenommen hat. Frühgeborene am 1. Lebenstag
utilisieren bzw. speichern (?) das intravenös zugeführte
Fett langsamer als 7 Tage alte Frühgeborene.
Die enzymatische Triglycerid-Bestimmung erlaubt erst-
mals genauere Einblicke in den Stoffwechsel von freiem
Glycerin (22, 23) speziell bei Neugeborenen und von
Triglyceriden bei Säuglingen (24) und Kindern. Bisher
liegen nur wenige Untersuchungen der Triglyceride bei
Diabetes, Nephrose, Coeliakie und Hypothyreose im
Kindesalter vor. Weitere Studien sind erforderlich.
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Serumextraktion und dünnschichtchromatographische Trennung
zirkulierender Jodaminosäuren
Vergleich der Ergebnisse durch chemische und nucleonische Nachweismethoden
Von E. ZAPPI und G. HOPPE
Alts der 1. Medizinischen Abteilung (Chefarzt: Prof. Dr. K. H. Pfeffer) und der Strablenabteilung (Chefarzt: Prof. Dr.
W. Fromhold) des Stadt. Auguste-Viktoria Krankenhauses., Berlin
(Eingegangen am 19. Oktober 1966)
Es wird ein kombiniertes Verfahren beschrieben, das durch alkoholische Extraktion aus dem Serum und durch dünnschichtchromato-
graphische Trennung die chemische Identifikation verschiedener zirkulierender Jodaminosäuren, angeblich Jodtyrosine, gestattet. Die
gleichzeitige Anwendung von Radiojod erlaubt aber den Nachweis markierter Jodthyronine in den gleichen Chromatogrammen, die
chemisch nicht zu erfassen sind. Nach der Diskussion der Ergebnisse wird auf die Nutzbarkeit der Methode hingewiesen, klinisch-patho-
logische Aspekte zu untersuchen.
A method is described for the chemical identification of different circulating iodo-amino acids, presumably iodo-tyrosines; alcoholic
extraktion of the serum is followed by thin layer chromatography. If radioactive iodine is also used, labelled iodothyronines, which cannot
be detected chemically, can then be detected on the same chromatograms. The results are discussed, and the suitability of the method
for the study of clinical-pathological problems is indicated.
Die geringen Serumkonzentrationen des Thyroxin und.
anderen jodierter ptienolischer Aminosäuren („JPA")
erschweren den Nachweis und die Identifizierung dieser
Verbindungen. Sie wurde bisher am häufigsten versucht
durch Anwendung von Radio) od. Die Verwendung
radioaktiven Jods hat aber, abgesehen von den Einwän-
den die gegen seine Anwendung in hohen Dosen beim
Menschen bestehen, methodische Fehlermöglichkeiten.
So bleibt z. B. seit den ersten Markierungsversuchen der
Schilddrüsenhormone in den fünfziger Jahren die Frage
offen, ob die dargestellten Substanzen nicht teilweise
Artefakte sind. Diese könnten durch die Bestrahlung der
Schilddrüse oder während langdauernder chromatogra-
phischer Verfahren nachträglich durch die ionisierenden
Strahlen entstanden sein (l—6). Die Jodaufnahme der
Schilddrüse und der Einbau des Radiojods in die ver-
schiedenen organischen Fraktionen sind direkt abhängig
von dem biologischen Zustand des Parenchyms der
Drüse. Die Markierungsrate der JPA ist unterschiedlich
und darum eine qualitative oder gar quantitative Aus-
sagemöglichkeit dieser Methoden sehr begrenzt.
Die ersten indirekten chemischen Aussagen über die
Natur der im Plasma zirkulierenden Jodverbindungen
zeigten eine nahezu gleichmäßige Aufteilung in Jod-
thyronine und Jodtyrosine (7). Spätere Untersuchungen,
die schon mit Radio] öd durchgeführt wurden, er-
brachten dagegen übereinstimmend den fast ausschließ-
lichen Nachweis von Thyroxin. Später wurden auch
Trijodthyronin im Serum nachgewiesen und in den
letzten Jahren mit zunehmender Häufigkeit Dijod- und
Monojodtyrosin (8—12). Die Anwesenheit dieser Sub-
stanzen wurde jedoch meist als eine Besonderheit von
diagnostischem Wert für verschiedene Schilddrüsen-
erkrankungen betrachtet. So wurde der Nachweis von
Trijodthyronin als ein Zeichen für Hyperthyreose an-
gesehen (13, 14). STANSURY begründete ebenfalls die
Diagnose der JodfehlverWertung bei bestimmten Fällen
der Hypothyreose mit dem Vorhandensein von jodier-
ten Tyrosinen im Serum (15, 16). Einige Autoren waren
aber der Ansicht, daß diese Substanzen normale Kom-
ponenten des Plasmas wären, die aus verschiedenen
Gründen (unterschiedliches „turn over", unterschied-
liche Verdünnung der Substanzen in ihren entsprechen-
den „pools", geringerer Jodanteil der Moleküle usw.)
nur schwer oder überhaupt nicht mit Radiojod markiert
werden könnten (17,18).
WERNER und BLOCK führten 1959 vergleichende Unter-
suchungen durch, wobei die JPA chemisch und durch
Radioaktivität bestimmt wurden. Sie konnten dabei zum
ersten Male eine auffällige Diskrepanz zwischen den
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